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 Abstrakt 
 Cílem této bakalářské práce je analýza mutací v genech KRAS,  BRAF a PIK3CA. 
Úvodní část je věnována kolorektálnímu karcinomu obecně. Následující části se zabývají 
úvodem do genetiky zhoubného bujení, popisem genů, které hrají u kolorektálního karcinomu 
důležitou roli (KRAS, BRAF a PIK3CA), molekulárně-genetickými metodami, které jsou 
v genetice hojně využívány (PCR), a metodami detekce mutací. Následně byl navržen způsob 
detekce mutací, jenž spočíval především ve využití PCR a komerčních kitů. Navazující 
kapitola "Výsledky analýzy mutací" obsahuje podrobné grafické znázornění výskytu mutací. 
Frekvence mutací byly porovnány s publikovanými údaji a s údaji laboratoře v Plzni a 
v Praze. V závěru práce jsou shrnuty výsledky analýzy mutací a možný přínos do budoucna. 
 
 Klíčová slova 
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 Abstract 
 The aim of this bachelor work is to carry out statistical analysis of mutations in KRAS, 
BRAF and PIK3CA genes. Introductory part is focused on colorectal carcinoma in general. In 
following part of the work, we discuss genetics of tumors, description of KRAS, BRAF and 
PIK3CA genes, molecular-genetic analytical methods, widely used in genetics, especially 
PCR. Further detection of mutations is described. In the next part of the work, we propose a 
method for detection of mutations in KRAS, BRAF and PIK3CA genes, which consist in 
using PCR and commercial kits. The following chapter "Results of Analysis of mutations" 
contains detailed grafical presentation of mutations. Frequencies of mutations were compared 
with published data and with data from laboratories in Pilsen and Prague. In the end of the 
bachalor work, there is summary of results and their possible benefit. 
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1 ÚVOD 
 
 Nádorová onemocnění jsou v současné době celosvětovým problémem a tvoří druhou 
hlavní příčinu úmrtí. Jedná se o genetické onemocnění, které je podmíněno vnějšími vlivy. 
Mutace v genech řídících buněčný cyklus způsobí, že se buňka začne nekontrolovatelně dělit 
a změní se v buňku nádorovou. Transformované (nádorové) buňky se dělí velice rychle a 
vznikají nové buňky se změněným genotypem, které tvoří nádor.  
 Jelikož je získávání vzorků nádorů problematické, hlavní pozornost onkocytogenetiků 
byla v minulosti věnována hlavně leukémiím a lymfomům. Zavedení moderních metod 
molekulární genetiky a cytogenetiky, kdy k analýze stačí menší množství dělících se, 
případně nedělících se buněk, znamenal velký rozvoj analýzy nádorů. 
 Oblast molekulární genetiky se bouřlivě rozvíjí. Ve vyspělých státech se stala 
významným diagnostickým nástrojem v mnoha oborech medicíny. Díky molekulárně-
genetickým metodám dostáváme poznatky o vzniku nádorů, máme možnost přesněji určit 
diagnózu a spolehlivěji určit prognózu. Molekulárně-genetické metody také umožnily rozvoj 
terapie nádorů. Personalizovaná medicína umožňuje cílenou protinádorovou léčbu pacienta 
jako jednotlivce na základě znalostí morfologických, genetických, molekulárně-biologických 
a biochemických charakteristik nádoru. V současné době znalost molekulárně-genetického 
profilu vybraných typů nádorů umožňuje aplikaci moderních léčiv, které působí cíleně 
v nádoru (např. inhibitory receptorů tyrozinkináz - lék Herceptin užívaný u pacientek 
s nádorem prsu, jejichž nádor vykazuje amplifikaci genu Her2-Neu). 
 Problematika využití molekulárně-genetických metod při vyšetření je příliš rozsáhlá, 
praktická část bakalářské práce je proto zaměřena pouze na skupinu kolorektálních karcinomů 
(CRC). 
 CRC je velmi častým onemocněním ve vyspělých státech a jeho incidence stále 
narůstá. V České republice je situace neméně závažná. Ročně způsobí smrt u 4300-4500 osob. 
 Za vznikem CRC jsou většinou genové abnormality, obvykle delece v tumor-
supresorových genech a dále vlivy prostředí. CRC je častější v ekonomicky vyspělejších 
zemích, což může byt spojeno s vyšším příjmem živočišných tuků, červeného masa, stejně 
jako s nedostatkem vlákniny v potravě a obezitou. Také mnohaleté kouření je spojeno se 
zvýšeným rizikem vzniku kolorektálního karcinomu.  
 Veřejnost by měla být kontinuálně odpovídajícím způsobem informována, jak tomuto 
onemocnění předcházet a jaké jsou možnosti moderní diagnostiky a léčby [1].  
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2  KOLOREKTÁLNÍ KARCINOM 
 
2.1 Statistiky 
 
Kolorektální karcinom (CRC) patří mezi jedno z nejčastějších nádorových onemocnění 
ve všech vyspělých státech a jeho incidence stále narůstá. Nejčastěji se vyskytuje u osob nad 
50 let. Česká republika se v mezinárodním srovnání incidence objevuje na čelních místech. 
Každý rok je v České republice zhoubný nádor tlustého střeva či konečníku zjištěn asi u 7900-
8100 osob a ročně na něj zemře 4300-4500 osob. Nejvyšší výskyt je zaznamenán v kraji 
Plzeňském a Jihočeském. CRC se tak stává jednoznačně závažným zdravotním problémem, 
který by měl být v popředí pozornosti celkové zdravotní politiky státu, a veřejnost by měla 
být kontinuálně odpovídajícím způsobem informována, jak tomuto onemocněni předcházet a 
jaké jsou možnosti současné diagnostiky a léčby [1]. 
 
 
Obrázek 1: Incidence a mortalita kolorektálního karcinomu v ČR (zdroj: IBA MU). 
 
 
 
Obrázek 2: Srovnání incidence kolorektálního karcinomu s ostatními zeměmi (zdroj: IBA MU). 
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2.2 Rizikové faktory  
Obecně lze říci, že incidence CRC přirozeně narůstá s věkem, stejně jako je tomu u 
většiny ostatních nádorů. Je to důsledek vzniku různých genových abnormalit, většinou 
zřejmě spojených s delecí tumorsupresorových genů. Nicméně etiopatogeneze tohoto 
onemocněni je složitější. Svou roli hrají jak hereditární faktory, tak vlivy prostředí. Stále platí, 
že CRC je častější v ekonomicky vyspělejších zemích, což může byt spojeno s vyšším 
příjmem živočišných tuků, červeného masa, stejně jako s nedostatkem vlákniny v potravě a 
obezitou. Fyzická aktivita má souvislost se vznikem kolorektálního karcinomu, více s 
karcinomem kolon než rekta. Také mnohaleté kouření je spojeno se zvýšeným rizikem vzniku 
kolorektálního karcinomu. Neexistuje prokazatelná souvislost mezi konzumací kávy a čaje a 
kolorektálním karcinomem [2]. 
2.3 Příznaky a rozvoj karcinomu 
 
Pro CRC je příznačné dlouhotrvající asymptomatické období. Pacienti, u kterých je toto 
onemocnění zjištěno v tomto stadiu, mají lepší prognózu. Karcinom tračníku se projevuje v 
závislosti na lokalizaci a velikosti. U levostranné lokalizace nádoru se objevuje spíše změna 
stereotypu vyprazdňování, zástava vyprazdňování, zvýšená plynatost a kolikovité bolesti. 
Krvácení je již většinou známkou expanze nádoru do lumen. Pro nádory lokalizované v 
pravém tračníku je typická únava doprovázená mikrocytární sideropenickou anemií v 
důsledku chronického okultního krvácení.  
Invaze tumoru přes muscularis mucosae může způsobovat bolest spolu s dalšími příznaky 
podle lokalizace. Karcinom konečníku se obvykle projevuje krvácením a někdy i pocitem 
nedostatečného vyprázdnění. Po určitém časovém odstupu karcinom metastazuje nejčastěji do 
jater, plic a kostí. U pokročilého nádoru je popisován syndrom nádorové kachexie. Nádorová 
kachexie je syndrom progresivní ztráty tělesné hmoty, který způsobuje výraznou morbiditu 
i mortalitu onkologicky nemocných. Metabolické změny jsou podmíněné aktivitou 
prozánětlivých cytokinů, což v konečném důsledku vede k vyčerpání svalové a tukové hmoty. 
Patologicko-histologicky je kolorektální karcinom podle Dukese klasifikován na čtyři stadia: 
stadium A značí neprorůstání nádoru střevní stěnou, stadium B prorůstání střevní stěnou, 
avšak bez metastáz do uzlin, stadium C popisuje metastázy v regionálních uzlinách a stadium 
D udává vzdálené orgánové metastázy. 
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2.4 Vyšetřovací metody 
 
Vyšetření při podezření na kolorektální karcinom spočívá ve vyšetření per rectum. 
Jedná se o první prohlídku při podezření na karcinom rekta nebo tlustého střeva při objevu 
příznaků. Vyšetření vedle možné rezistence v konečníku informuje i o makroskopickém 
nálezu krve. Udává se, že 30–60 % rektálních karcinomů je hmatných. Kolonoskopie je 
metoda, při níž je anatomicky lokalizován nádor, jeho velikost a prostupnost pro přístroj. 
Důležitá je možnost odebrání bioptických vzorků k bližší histologické verifikaci. Další 
možností je dvojkontrastní irigografie, která je prováděna tehdy, pokud není možno provést 
kolonoskopické vyšetření pro stenózu a neprostupnost pro přístroj či obtížné anatomické 
poměry. Vyšetření je v tomto případě nutno vždy doplnit rektoskopií. Pro strategii a taktiku 
léčby je důležitý staging kolorektálního karcinomu. Kromě vlastního klinického vyšetření se 
jedná o doplnění o UZ břicha a rtg plic (eventuálně CT břicha, endosonografii rekta či další 
specifická vyšetření).  
2.5 Nádorové markery 
 
Karcinomembryonální antigen (CEA) představuje skupinu glykoproteinů s vysokým 
obsahem sacharidů. Tento antigen byl poprvé izolován u kolorektálního karcinomu. Jeho 
stanovení je užitečné zejména z hlediska možnosti relapsu onemocnění včetně metastáz, 
neboť jeho zvýšený výskyt se objevuje již několik měsíců před klinickými projevy. Hodnoty 
se po úspěšné operační léčbě normalizují asi do 8 týdnů. Zvýšené hodnoty CEA lze zjistit i u 
jiných nádorových onemocnění (žaludek, játra, pankreas, plíce, prs, jaterní cirhóza, 
nespecifické střevní záněty, akutní pankreatitidy, kuřáci). Alfa-1-fetoprotein (AFP) je další 
glykoprotein podobný struktuře albuminu. Jeho zvýšení v postnatálním období je obrazem 
patologického procesu. Mírné zvýšení se může objevovat u hepatitid nebo při toxickém 
poškození jater. Jeho patologické zvýšení svědčí o přítomnosti hepatoblastomu (u dětí), 
hepatocelulárního a testikulárního karcinomu. AFP je zároveň možno detekovat u 
kolorektálního, bronchogenního a pankreatického karcinomu [3]. 
2.6 Léčba CRC 
V léčbě kolorektálního karcinomu se uplatňuje chirurgická léčba, protinádorová 
chemoterapie, cílená biologická léčba a významné místo především v terapii karcinomu 
konečníku má radioterapie. Často je nutná kombinace těchto léčebných metod. Cílená 
biologická léčba nádorů využívá blokaci receptorů pomocí monoklonálních protilátek 
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(MoAb) a tak zamezuje vstup iniciačního signálu do vnitra buňky. U anti-EGFR preparátů - 
cetuximab (Erbitux), panitumumab (Vectibix), je prvním předpokladem úspěšné léčby 
přítomnost wild-type K-ras protoonkogenu [4]. 
3 ZÁKLADY GENETIKY ZHOUBNÉHO BUJENÍ 
 
3.1 Úvod do problematiky 
 
Zhoubné novotvary patří v současném civilizovaném světě k nejčastějším příčinám 
smrti. Odhaduje se, že na rakovinu denně zemře 76 lidí. Není proto divu, že se lékaři a ostatní 
odborníci snaží vypátrat nejen příčiny, ale také vyvinout účinné diagnostické a terapeutické 
postupy. Moderní molekulárně-biologické poznatky umožňují poznat nejen podstatu 
nádorového onemocnění, ale přispívají také k diagnostice a stanovení účinného způsobu léčby 
[5]. 
Bez ohledu na to, zda se zhoubné bujení objevuje sporadicky u jedince nebo opakovaně u 
mnoha členů rodiny jako dědičný znak, je zhoubné bujení genetickým onemocněním [6]. 
Procesy buněčného dělení a buněčné smrti jsou regulovány celou řadou genů. Výzkum během 
posledních desetiletí odhalil, že zhoubné bujení způsobují právě mutace v genech 
kontrolujících buněčnou smrt a proliferaci. Společný znak všech nádorových chorob je 
porucha buněčného dělení, která poté způsobí neregulované, abnormální dělení buněk. Během 
toho, jak nádor vzniká a vyvíjí se, ztrácí postižené buňky svou morfologii a dělí se  
intenzivněji.  
3.2 Karcinogeneze 
 
Pojmem karcinogeneze označujeme vznik nádorové buňky. Příčinou karcinogeneze 
jsou ve většině případů mutace určitých genů. Mutageneze ( tj. vznik mutace) a karcinogeneze 
spolu úzce souvisí. Mutace v genech řídících buněčný cyklus způsobí, že se buňka začne 
nekontrolovatelně dělit a změní se v buňku nádorovou. Aby vznikl nádor, je obvykle potřeba 
více mutací v různých genech, někdy se předpokládá i spoluúčast vnějších faktorů. 
Transformované (nádorové) buňky se velice rychle dělí a vznikají tak nové buňky se 
změněným genotypem, které tvoří nádor. Buňky se dále dělí a nádor tak nabývá na objemu. 
Jestliže se buňky z nádoru uvolňují a krevním řečištěm se dostávají do celého organizmu, 
jedná se o zhoubný (maligní) nádor, tvoří se druhotné nádory v různých orgánech, které se 
nazývají metastázy. Naopak jedná-li se o nádor nezhoubný (benigní), zůstává lokalizován ve 
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tkáni, kde vznikl, a nemetastazuje. Čím je přítomno více mutací, tím je prognóza horší. Velice 
úzký vztah karcinogeneze a mutageneze ukazuje, že každý mutagen je potřeba považovat za 
možný karcinogen, což je faktor, který způsobí transformaci normální buňky na buňku 
nádorovou. 
3.3 Klasifikace mutací, které vedou ke vzniku nádorů 
 
Mutace, které ovlivňují vznik nádorové buňky a dále vývoj nádorů, mají různý význam 
a objevují se v různých fázích malignizačního procesu. 
 
Můžeme je klasifikovat podle původu nebo podle etiologického významu. 
3.3.1 Klasifikace mutací podle původu 
A) Zárodečné mutace – neboli mutace získané od rodičů. Získáním této mutace má 
jedinec predispozice ke vzniku nádoru. V důsledku to nemusí znamenat, že opravdu 
onemocní, ale je u něj zvýšené riziko. Krom toho, že se nádory objevují v rodině, je 
typickým znakem ještě to, že nemoc nastupuje v nízkém věku (dětství až reprodukční 
věk). Některé vzácné choroby se dědí podle Mendelovských zákonů jako autozomálně 
dominantní znaky. 
B) Získané mutace – neboli mutace na úrovni somatické buňky. Jedinec mutaci nezdědí, 
ale ke zmutování jedné alely v jedné somatické buňce dojde během života a tato buňka 
poté tvoří nádor.  
 
Oba typy mutací spolu mohou souviset, protože jak už bylo řečeno výše, k projevu 
onemocnění nestačí pouze zárodečná mutace, většinou je potřeba získat ještě nějakou 
mutaci během života. 
3.3.2 Klasifikace mutací podle etiologického významu 
A) Primární mutace – hrají při vzniku nádoru rozhodující roli. Může se jednat o mutaci 
vrozenou či získanou. Získaná mutace je však většinou rozhodující pro vznik buňky, 
která se nekontrolovatelně dělí. Většinou je potřeba více mutací ke vzniku nádoru. Je 
velmi vzácné, aby transformaci normální buňky na nádorovou, způsobila pouze jediná 
mutace. 
B) Sekundární mutace – k těmto mutacím dochází až během vývinu nádoru. Primární 
mutace způsobí poruchu regulace buněčného dělení a opravné mechanismy přestávají 
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fungovat. Tímto se vytvoří příznivé podmínky pro další vznik nových mutací. Rychle 
se tak vytvářejí nové genetické mutace, poruchy rozchodu chromosomů či 
chromosomové přestavby. V buňkách nádorů v pokročilém stadiu tak většinou 
najdeme mnohem více mutací než v primární nádorové buňce. Čím více genetických 
změn, tím se nádor šíří rychleji a tím horší je prognóza pro pacienta. 
3.4 Významné geny v onkogenetice 
 
Geny, jejichž mutace může vést ke vzniku nádorové buňky, dělíme do 3 základních 
skupin: protoonkogeny, tumor supresorové geny a geny řídící reparační mechanismy: 
3.4.1 Protoonkogeny  
 Protoonkogeny zajišťují stimulaci buněčného dělení. Podle úlohy rozdělujeme 4 základní 
typy:   
a) geny pro růstové faktory jsou proteiny, jež buňky produkují do extracelulárního 
prostoru. Jakmile dojde k jejich navázání na buněčné receptory, spouští se kaskáda, 
která vede ke stimulaci buněčného dělení. 
b) geny pro receptory růstových faktorů jsou proteiny, které jsou zakotvené v buněčné 
membráně. Jakmile dojde k vazbě růstového faktoru na receptor, signál se přenáší 
intracelulárního prostředí buňky. 
c) geny pro přenašeče signálu jsou proteiny, které jsou spojeny s receptory růstových 
faktorů. Z receptorů přijímají signál a aktivují příslušné transkripční faktory 
d) geny pro transkripční faktory jsou proteiny, které jsou aktivovány výše zmíněnými 
přenašeči signálu. Jakmile jsou tyto proteiny aktivovány, spouští transkripci genů, které 
stimulují mitotickou aktivitu buňky.  
         Mutací dojde k aktivaci protoonkogenu na onkogen, tímto dochází k tomu, že je   
         buněčné dělení nekontrolovatelně stimulováno. Protoonkogen může být aktivován také  
         translokací (výměnou genetického materiálu) dvou chromosomů.       
                  
3.4.2 Tumor supresorové geny  
Tumor supresorové geny mají opačnou funkci než protoonkogeny. Mají inhibiční význam. 
Ovlivňují existenci kontrolních bodů v buněčném cyklu a setrvání buňky ve fázi G1 nebo G2. 
Buněčný cyklus je působením tumor supresorových genů zastaven. Kontrolní mechanismy tak 
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získávají čas na přezkoumání genetického materiálu buňky. Podle toho dojde buď k opravě 
mutací nebo k apoptóze (programované buněčné smrti). 
Mutací těchto genů dojde k poruchám regulace buněčného cyklu, následuje porucha či 
vymizení kontrolních bodů, selhání opravných mechanismů a ztráta schopnosti navodit 
apoptózu. Mutace tumor supresorových genů se obvykle projeví až poté, co dojde k mutaci na 
obou homologických chromozomech. Mezi nejznámější tumor supresorové geny patří TP53 
(p53) na chromozomu 17. Nádorová onemocnění mnoha orgánů jsou často provázena právě 
mutací v tomto genu. 
 
3.4.3 Geny řídící reparační mechanismy  
Geny řídící reparační mechanismy zajišťují uchování správné genetické informace. Produkují 
enzymy, které opravují vzniklé mutace v DNA. 
Mutací v genech řídících reparační mechanismy dochází k poruše opravných mechanismů a 
tím ke kumulaci mutací v geonomu [5]. 
 
3.5 Významné geny u CRC 
 
3.5.1 KRAS 
Gen KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog, OMIM*190070) 
kóduje protein s GTPázovou aktivitou, který je součástí signální dráhy receptoru pro 
epidermální růstový faktor (EGFR). KRAS gen je lokalizován na 12. chromosomu v oblasti 
12p12.1. Účastní se přenosu signálu od aktivovaného receptoru do jádra a regulace buněčné 
proliferace. Aktivační mutace v tomto genu mají za následek stimulaci signální dráhy 
nezávisle na stavu EGFR. Přibližně 35-45 % kolorektálních karcinomů nese mutaci v KRAS 
genu (85-92 % mutací je lokalizováno v kodonu 12 a 13 K-ras genu, cca 5 % v kodonu 61) 
[7]. 
3.5.2 BRAF 
Gen BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, OMIM*164757) je 
lokalizován na chromosomu 7q34, kóduje protein patřící k rodině serin/threonin kináz. 
Protein hraje důležitou úlohu v regulaci MAP/ERK signální dráhy, která ovlivňuje buněčné 
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dělení, diferenciaci a sekreci. Mutace v tomto genu jsou asociovány s celou řadou nádorů 
(např. maligní melanom, karcinom štítné žlázy). U kolorektálního karcinomu se mutace 
v BRAF genu vyskytují přibližně u 5-12 %. Nejčastější mutací v BRAF genu (>90 %) je 
bodová mutace V600E v kinázové aktivační doméně proteinu. Tato mutace má za následek 
konstitutivní aktivaci BRAF proteinu [7]. 
3.5.3 PIK3CA 
 Gen PIK3CA (phosphoionisitide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide, 
OMIM*171834) je lokalizován na chromosomu 3q26.3. Kóduje p110α katalytickou 
podjednotku, PI3K je heterodimerní enzym složený z p110α katalytické podjednotky a p85 
regulační podjednotky kódované genem PIK3R1. PI3K patří do rodiny lipidových kináz, které 
regulují různé buněčné funkce jako například proliferaci, buněčné přežité a migraci. Mutace 
v tomto genu se vyskytují přibližně 15-18% CRC. Uvádí se, že více než 80% mutací se 
vyskytuje v exonu 9 (60-65 %) a exonu 20 (20-25 %) [7]. 
 
 
Obrázek 3: Signální dráha receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR) 
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4 IZOLACE DNA 
 
Pro izolaci DNA se používá řada postupů. Nejprve se částečka tkáně nebo např. 
leukocyty izolované z periferní krve lyzuje pomocí tenzidů a poté se DNA očistí od bílkovin a 
dalších kontaminujících látek, které by mohly výrazně zpomalovat následnou polymerázovou 
reakci tím, že působí jako inhibitory polymerázy nebo tím, že se váží na templátovou DNA a 
znepřístupňují ji tak polymerázové reakci. Tohoto lze dosáhnout chemicky (např. hydrolýzou 
bílkovin pomocí proteolytických enzymů, jejich denaturací apod.) i fyzikálně (na základě 
různé afinity DNA a kontaminantů k různým látkám).  
V současnosti je nejvíce využívána metoda izolace DNA vazbou na silikátovou kolonku a 
metoda izolace DNA fenol.chloroformovou metodou. 
4.1 Izolace DNA vazbou na silikátovou kolonku 
 
Využívá se vysoké afinity DNA k silikagelové náplni v chromatografické kolonce. 
DNA se v přítomnosti vysoké koncentrace solí naváže na silikát, zatímco kontaminující látky 
kolonkou protečou. DNA se pak eluuje např. destilovanou vodou nebo pufrem. 
4.2 Izolace DNA fenol-chloroformovou metodou 
 
Jedná se o metodu, která se i přes jistou pracnost a nepohodlnost (práce s toxickými a 
zapáchajícími látkami) stále používá. Je spolehlivá, levná a poskytuje relativně velké 
množství čisté DNA. 
Postup: 
- Prvním krokem je homogenizace tkáně v pufru, který obsahuje tenzid (např. 
dodecylsíran sodný). Přídavek tenzidu rozpustí buněčné membrány. Rozpad buněk se 
usnadňuje přídavkem proteinázy K. Tento účinný bakteriální enzym, který má teplotní 
optimum kolem 60 °C a který neinhibují ani koncentrované tenzidy, zároveň částečně 
hydrolyzuje kontaminující bílkoviny. Navíc velmi účinně štěpí DNázy, které by 
izolovanou DNA mohly rozštěpit. 
- Následuje denaturace bílkovin a jejich vysrážení směsí fenolu a chloroformu. Fenol-
chloroformová směs se nemísí s vodou. Při pH roztoku nad 7,6 je DNA disociovaná a 
zůstává rozpuštěna ve vodné fázi, zatímco proteiny se denaturují a vypadávají do 
hydrofobní fáze. Ke směsi se přidává malé množství izoamylalkoholu, který usnadní 
oddělení fází a zabrání pěnění při zpracovávání vzorků bohatých na proteiny. Protože i 
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stopové zbytky fenolu by mohly inhibovat polymerázovou reakci, přečistí se nakonec 
vzorek protřepáním se samotným chloroformem. 
- Poté se DNA vysráží z vodného roztoku. Nejprve se přidá ve velké koncentraci vhodná 
sůl (chlorid sodný, octan sodný apod.). Její ionty si vytvářejí hydratační obal, čímž 
odejmou DNA (tzv. vysolování). Pak se ke směsi přidá málo polární látka (např. etanol 
nebo izopropanol); snížení polarity rozpouštědla vede k precipitaci DNA. 
- Vysrážená DNA se promývá v 70 % etanolu. Alkohol v této koncentraci rozpustí zbytky 
solí a bílkovin, samotná DNA však zůstane nerozpuštěná. 
- Izolovaná a přečištěná DNA se zpravidla rozpouští v alkalickém pufru, který obsahuje 
etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Tato komplexotvorná látka jednak usnadní 
rozpuštění DNA, jednak vychytáním Ca2+ působí jako inhibitor DNáz a vzorek tak 
stabilizuje. 
 
Volba metody izolace DNA závisí na tom, k čemu ji budeme dále používat. V některých 
případech vystačíme i s DNA horší kvality a v nízké koncentraci.  
V praxi se často používají komerčně vyráběné soupravy – kity, které jsou však poměrně drahé 
a množství vyizolované DNA není tak velké jako u tradiční "vysolovací" metody. 
5 PCR 
 
Polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda, která slouží 
k rychlému a snadnému zmnožení úseku DNA. PCR, schopná selektivně zmnožit jedinou 
molekulu DNA nebo RNA během několika hodin v násobcích miliardy, udělala zásadní 
převrat v molekulární diagnostice a v molekulární analýze dědičných chorob [6]. 
 
5.1 Princip PCR 
 
DNA-polymeráza je schopná syntetizovat komplementární vlákno podle templátu 
jednovláknové DNA tak, že přidává k existujícímu úseku druhého vlákna nové nukleotidy ve 
směru od 5'-konce ke 3'-konci. K tomuto ději je potřeba kromě templátového vlákna a 
nukleotidtrifosfátů krátký úsek druhého vlákna, tzv. primer, který můžeme syntetizovat uměle 
jako oligonukleotid. Pokud je známa sekvence templátového vlákna, je možné připravit 
primer, který bude za vhodných teplotních podmínek tvořit vodíkové můstky s 
komplementární sekvencí v templátovém vlákně, tedy hybridizovat. V případě primeru ale 
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nehovoříme o hybridizaci, ale o tzv. nasedání primeru. Takto se DNA-polymeráze určí, od 
kterého místa a kterým směrem (od 3'-konce primeru) má začít syntetizovat komplementární 
vlákno. Hovoříme o tzv. extenzi primeru (prodlužování primeru přidáváním dalších 
nukleotidů na 3'-konci). Podle jednoho templátového vlákna ale tímto způsobem vznikne jen 
jedna kopie, takže nedojde k žádnému řetězovému hromadění produktu. Proto se v PCR 
používá dvou primerů, které nasedají na komplementární sekvence ve dvou templátových 
vláknech. Templátová vlákna vznikají denaturací původně dvouvláknové DNA. Primery na 
tato vlákna nasedají v protisměrné orientaci, takže po opakovaných cyklech denaturace, 
nasedání primeru a extenze primeru DNA-polymerázou vznikají produkty, které slouží jako 
templáty pro nový reakční cyklus. Jsou-li tedy teoreticky na začátku k dispozici dvě 
templátová vlákna (jedna dvouvláknová molekula), pak vzniknou v prvním cyklu dvě kopie. 
V dalším cyklu jsou k dispozici už čtyři vlákna, podle kterých vzniknou 4 kopie. Celkem osm 
templátových vláken slouží v dalším cyklu k syntéze dalších osmi vláken, takže se produkt 
hromadí geometrickou řadou. Ze 2 vláken se po 30 cyklech získá teoreticky celkem 230  kopií 
(tj. 1,07 miliardy kopií).  
 
5.2 Požadavky na DNA-polymerázu a primery 
 
Jelikož na začátku každého cyklu dochází k denaturaci templátové DNA vysokou 
teplotou, která ničí normální DNA-polymerázy, je nutné při PCR používat tzv. termostabilní 
polymerázy. Tyto enzymy mají původ v bakteriích, žijících v extrémních podmínkách, např. v 
hloubce moří poblíž ústí podmořských sopek. Jejich proteinová struktura je evolucí 
uzpůsobena tak, že odolává po určitou dobu i teplotám kolem 95 °C. Nejčastěji se používá 
tzv. Taq-polymeráza, nazvaná podle bakterie Thermus aquaticus. Dnes používané 
termostabilní polymerázy jsou často dále vylepšeny metodami genové manipulace tak, aby 
byly ještě odolnější a lépe vyhovovaly svému použití v PCR. 
 
Při amplifikaci konkrétního úseku templátové DNA pomocí PCR, je potřeba navrhnout 
vhodný pár primerů.  Při návrhu primerů je nutné zajistit, aby oba primery nasedly při stejné 
teplotě jen na přesně komplementární sekvenci v templátové DNA. Kdyby nasedaly nejen na 
přesně komplementární sekvence, tedy i jinde v templátové DNA, nedošlo by k efektivní 
amplifikaci zvoleného úseku. Oba primery proto musí mít shodnou, nebo téměř shodnou 
teplotu tání. Ta závisí na délce molekuly (delší molekula = více vodíkových můstků = větší 
energie nutná k denaturaci) a na její sekvenci, přesněji řečeno na poměru G-C párů a A-T párů 
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v sekvenci (mezi G-C jsou tři vodíkové můstky, mezi A-T jen dva, tzn. čím více G-C párů, 
tím vyšší teplota tání). Teplotu nasedání primerů je poté nutné zvolit o něco nižší, než je 
teplota tání - pokud by byla použita přímo teplota tání, bylo by nasednutí příliš nestabilní. 
 
Požadavek na shodnou teplotu tání, který musí konkrétní pár primerů splňovat, není jediný. 
Pár primerů nesmí tvořit tzv. dimery a vlásenky. Dimer vzniká spárováním dvou primerů 
navzájem a podmínkou jeho vzniku je delší komplementární úsek v sekvenci obou primerů. 
Pokud je příliš stabilní, může jeho tvorba převážit nad nasedáním primerů na templátovou 
DNA a PCR neproběhne. Vlásenka vzniká spárováním konců stejného primeru navzájem, 
opět v případě, kdy je k dispozici dostatečná komplementarita mezi konci téhož primeru. 
Protože může vyřadit jeden z primerů z nasedání na templátové vlákno, má stejné následky - 
PCR neproběhne [8]. 
5.3 Praktické provedení 
 
Automatický přístroj pro cyklické změny teplot reakční směsi se nazývá termocykler. 
Zkumavky s reakční směsí jsou v termocykleru uloženy v kovovém bloku, jehož teplota je 
řízena podle programu nastaveného uživatelem. Reakční směs je podobně jako u jiných 
biochemických reakcí sestavena v mikrozkumavce, odlišnost spočívá v tom, že 
mikrozkumavka musí být tenkostěnná, aby umožňovala rychlé změny teplot vzorku. Obvyklé 
je také sestavování reakční směsi tzv. "na ledu", tzn. že mikrozkumavka je stále chlazena na 
teplotu mírně nad 0 °C, aby se zabránilo předčasné aktivitě Taq-polymerázy. Při laboratorní 
teplotě totiž mohou primery nespecificky nasednout na místa, která neodpovídají zcela jejich 
sekvenci, a Taq-polymeráza by mohla zahájit jejich extenzi. Reakční směs by tak mohla být 
hned zpočátku obohacena o nespecifické produkty, které by v pozdějších krocích snižovaly 
účinnost reakce, příp. by vedly ke vzniku zcela chybných produktů. 
 
Výsledek PCR amplifikace je možné tzv. detekovat na gelu, tzn. že je vzorek reakční směsi 
nanesen na start agarózového nebo polyakrylamidového gelu a poté je podroben 
elektroforéze. Pokud primery nasedaly jen na vybraná protisměrně umístěná místa, vznikly 
jako produkt reakce molekuly o stejné sekvenci a délce, dané vzdáleností míst, na které 
nasedaly primery. Při dělení v gelu budou všechny tyto molekuly putovat stejnou rychlostí a 
po obarvení a zobrazení uvidíme pouze jeden pruh, jehož molekulová hmotnost odpovídá při 
srovnání se standardem předpokládané délce molekuly. Pokud není zobrazen žádný pruh, 
polymerázová řetězová reakce neproběhla, pokud je zobrazeno více pruhů, tak sice PCR 
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proběhla, ale primery nasedaly na více místech, které byly shodou okolností také orientovány 
protisměrně, takže došlo k amplifikaci více produktů. V takovém případě je nutností 
optimalizace podmínek PCR reakce. 
5.4 Výhody a nevýhody PCR 
 
5.4.1 Výhody PCR 
a) vysoká specifita a citlivost – lze použít i jedinou molekulu DNA 
b) rychlost – amplifikace trvá 3-48 hodin podle délky amplifikovaného úseku 
c) bezpečnost práce – odpadá použití radioaktivních látek 
d) návaznost na další vyšetření – produkty PCR lze využít v dalších molekulárně-
biologických analýzách 
e) dobrá rozlišovací schopnost – lze amplifikovat i velmi starou, popř. zničenou DNA 
f) možnost automatizace – provedení v tzv. termocyklerech 
 
5.4.2 Nevýhody PCR 
a) délka amplifikovaného úseku – lze amplifikovat pouze kratší sekvence 
b) nutnost znát sekvence ohraničující amplifikovaný úsek – za účelem vybrání 
vhodných primerů 
c) možnost kontaminace cizí DNA –  při práci s mikrozkumavkami je riziko 
kontaminace vysoké a práce vyžaduje jistou zkušenost a šikovnost laboranta 
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Obrázek 4: Polymerázová řetězová reakce. Opakovanou syntézou úseku DNA lokalizovaného mezi dvěma 
primery DNA se tento úsek  DNA specificky a selektivně zmnoží exponenciálním způsobem. Znázorněny jsou 
tři následné cykly zmnožení vedoucí v celku k osmi kopiím cílové sekvence. Po 30 cyklech amplifikace se 
vytvoří více než miliarda kopií [6]. 
 
6 ELEKTROFORÉZA 
 
Elektroforéza je separační metoda, která využívá k dělení látek jejich odlišnou 
pohyblivost (resp. elektrický náboj) ve stejnosměrném elektrickém poli. Obecně platí, že čím 
je molekula menší, tím putuje na gelu rychleji.  
Elektroforéza nukleových kyselin odděluje různě dlouhé úseky DNA pomocí molekulárního 
síta, které je tvořeno vlákny polymerní sloučeniny. Částice nukleových kyselin mají celkově 
negativní elektrický náboj (vlivem aniontových fosfátových skupin PO4
3-) proto se pohybují 
směrem k anodě (kladně nabité elektrodě). 
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Existují dva druhy elektroforézy: kapilární a gelová [5]. 
6.1 Gelová elektroforéza 
Pro výrobu gelu můžeme použít 2 sloučeniny: 
a) Agarózu, což je polysacharid izolovaný z mořských řas. Agaróza se za zvýšené 
teploty ve vodě rozpouští, hustý koloidní roztok se poté nalije do ploché formy, kde se 
z něj při ochlazení stane gel vhodný pro elektroforézu. Koncentrace agarózy by měla 
odpovídat předpokládané velikosti separovaných úseků DNA. Např. pro kratší úseky 
nukleových kyselin se používá gel, který obsahuje 2 % agarózy (tj. 2 g agarózy na 100 
ml pufru). 
 
b) Polyakrylamid. Tento gel tvoří velmi husté molekulární síto, které je schopné oddělit 
velmi krátké molekuly. Dokáže od sebe separovat dva fragmenty, které se liší o pouhý 
jediný pár bází.  
 
Obrázek 5: Horizontální gelová elektroforéza používaná v CGB laboratoři Ostrava 
 
6.2 Využití elektroforézy 
Ověřování kvality vzorku DNA, přímá i nepřímá diagnostika mutací, izolace úseků DNA 
vzniklých PCR. 
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7 METODY DETEKCE MUTACÍ 
 
Existuje celá řada metod, které zachytí mutace v genu. Tyto metody většinou odhalí 
rozdíl mezi sekvencí DNA pacienta a popsanou standardní sekvencí. Metody rozdělujeme do 
dvou skupin podle toho, zda genetickou odchylku známe, víme, kde by se mohla vyskytovat, 
nebo jestli se jedná o jakoukoli odchylku od standardní sekvence DNA. 
 
7.1 Metody testující jakoukoli odchylku od standardní sekvence 
DNA 
Většina těchto metod využívá PCR. Obvykle nelze vyšetřit celý gen během jedné 
reakce, důvodem je velikost genů (až tisíce kb). Proto jsou pomocí vhodných párů primerů 
postupně amplifikovány jednotlivé úseky genu [9]. Počet těchto úseků závisí na velikosti 
genů, vyšetření může vyžadovat více než 50 reakcí. U amplifikovaných úseků jsou poté 
zjišťovány mutace některou z následujících metod. 
7.1.1 Heteroduplexní analýza  
Tato metoda detekuje chybné párování bází (mismatch), ke kterému dochází při 
hybridizaci komplementárních vláken DNA standardního a mutantního typu. Vznikají tzv. 
heteroduplexy (hybridní molekuly DNA). Heteroduplexy se vytvoří v místech s delecemi 
nebo inzercemi několika bází i v místech se substitucemi jednoho či více nukleotidů. Tato 
metoda využívá PCR, přítomnost heteroduplexů lze následně odhalit elektroforézou 
v polyakrylamidovém gelu. 
7.1.2 Metoda DGGE  
Metoda DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) je také založena na analýze 
heteroduplexů. Heteroduplexy a homoduplexy migrují při elektroforéze gelem, v němž se 
lineárně zvyšuje množství denaturačních činidel. Migrace pokračuje až do místa v gelu, kde 
se od sebe vlákna DNA začnou separovat. Za optimálních podmínek je tato metoda velice 
citlivá, dokáže odhalit jak delece a inzerce jednoho nukleotidu, tak rozdíly v jednom páru bazí 
(substituce) mezi standardním a mutantním vláknem DNA. 
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7.1.3 Metoda SSCP 
Metoda SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) analyzuje 
jednovláknouvou DNA. Jednovláknová DNA vytváří třírozměrnou strukturu pomocí slabých 
vodíkových můstků. Elektroforetická pohyblivost takových struktur v gelu nezávisí pouze na 
délce, ale také na jejich 3D uspořádání. Metoda opět využívá PCR a elektroforézu. Metoda 
SSCP je sice jednoduchá, ale méně citlivá než DGGE (70-80 % záchyt mutací). 
7.1.4 Metoda PTT 
Metoda PTT (Protein Truncation Test) je metoda pro detekci mutací, které zapříčiní 
vnik předčasného terminačního kodonu a tím zkrácení proteinového produktu. Po přípravě 
komplementární DNA je provedena transkripce a translace in vitro. Velikost produktu je opět 
testována pomocí elektroforézy, srovnává se s délkou standardního produktu. 
7.1.5 Metody sekvenování 
Tyto metody spolehlivě odhalí odchylky v sekvenci DNA. Nejsou však vhodné pro 
běžné vyšetření, jelikož sekvenování celých genů je velice pracné a drahé. Metoda 
sekvenování se používá poté, co je jinou metodou určena přibližná lokalizace mutace.  
 
7.2 Metody testující specifické mutace 
 
Vyšetřování vzorku na přítomnost již známé mutace je mnohem jednodušší, než 
vyhledávání neznámé mutace v genu. Těchto metod se používá u vyšetření onemocnění, kde 
má většina postižených osob jednu nebo omezený počet mutací. Např. srpkovitá anémie, 
cystická fibróza. 
7.2.1 Metoda ASO 
Alelově specifické oligonukleotidy (ASO – alele-specific oligonucleotide probes) jsou 
syntetizovány k detekci bodové nukleotidové diference v sekvenci DNA [9]. Jedná se o krátké 
řetězce 15-19 nukleotidů, které jsou komplementární k té části sekvence genu, která obsahuje 
místo se záměnou. Po radioaktivním označení je lze využít jako krátké sondy, které budou 
hybridizovat s amplifikovanou cílovou DNA. 
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7.2.2 Metoda FISH 
Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) patří do oboru molekulární cytogenetiky, který 
studuje chromosomy a jejich změny pomocí molekulárně genetických metod. Využívá sondy 
značené fluorescenčními barvivy, do laboratoří byla zavedena v roce 1988 a dnes je jednou 
z nejčastěji používaných metod v klinické genetice. Metoda FISH umožňuje rychlou a 
spolehlivou identifikaci mnoha specifických chromosomových změn, které nalézáme u 
nádorových buněk [5]. Jako zdroj DNA jsou používány chromosomy získané kultivací buněk, 
případně interfázní jádra izolovaná z buněk pacienta působením enzymů (např. proteinázy K). 
Takto získaný materiál je poté fixován (směs methanolu a kyseliny octové) a nakapán na 
podložní sklíčko. Na sklo s chromosomy se pak aplikuje daná sonda. Další postup je 
v principu u všech materiálů stejný: 
1. denaturace sondy a cílové DNA, 
2. hybridizace sondy a cílové DNA, 
3. odstranění nespecifických signálů, 
4. mikroskopické hodnocení hybridizačních signálů – pod fluorescenčním mikroskopem. 
Metoda FISH má široké využití např. prenatální, postnatální a preimplantační diagnostika, 
sledování úspěšnosti transplantace kostní dřeně či vyšetření chromosomových změn nádorů.  
 
7.2.3 Metoda reverzní hybridizace 
 Metoda reverzní hybridizace je založena na stejném principu jako in situ hybridizace, 
rozdíl je v tom, že u této metody je značená cílová (testovaná) DNA a sonda je imobilizována 
na pevném podkladu (nitrocelulosová membrána) a je neznačená. My si tedy naamplifikujeme 
naši cílovou DNA, úseky, které chceme analyzovat. Na stripech (komerčně dodávaných) jsou 
imobilizované sondy pro wt (wild type) sekvenci a také sondy pro mt (mutant) sekvenci a tyto 
proby renaturují s denaturovanou cílovou (testovanou) DNA. Wt homozygot bude mít 
pozitivní signál v místě hybridizace s wt probou, heterozygot bude mít signál v místě 
hybridizace jak s wt, tak s mt probou, mutantní homozygot bude mít proužek jen v místě mt 
proby. 
 
Postup metody: 
1) izolace DNA, 
2) PCR amplifikace cílových úseků DNA – vytváříme značené PCR produkty, 
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3) hybridizace biotynilovaných produktů s imobilizovanou probou na stripu, 
4) po odmytí detekujeme specifické hybridy. 
Touto metodou jsme schopni detekovat jednonukleotidovou záměnu, delece, inzerce. 
 
7.2.4 Metoda PRINS 
Metoda PRINS (Prime in situ labelling) je kombinací metody FISH a PCR. Místo 
dlouhé značené sondy se používá krátký oligonukleotidový primer, který je komplementární 
k určitému úseku na vyšetřovaném chromosomu. Reakční směs obsahuje DNA-polymerázu a 
nukleotidtrifosfáty, z nichž některé jsou obarveny fluorescenčním barvivem. Tento roztok je 
aplikován na podložní sklíčko s chromosomy, k tomu se využívají speciální komůrky, do 
kterých se směs pipetuje a poté připevní na povrch podložního skla. Takto připravené vzorky 
se vkládají do speciálního termocykleru. Po denaturaci DNA a hybridizaci primeru se 
nastartuje syntéza DNA. DNA-polymeráza připojuje k primeru nové nukleotidy, které jsou 
komplementární k cílové DNA. Úsek, kde syntéza vzniká, je fluorescenčně značen. Sonda se 
tak vytvoří přímo na hledané sekvenci DNA. Vyhodnocení probíhá stejně jako u FISH. 
Metoda PRINS je výhodnější oproti FISH kvůli kratší době přípravy preparátu a omezení 
fluorescenčního pozadí. Nevýhodou jsou však vysoké finanční i technické náklady. 
 
7.2.5 PCR in situ 
Tato metoda bývá často zaměňována s metodou PRINS. Základní potřeby jsou sice 
stejné jako u PRINS, ovšem primery potřebujeme dva a nechá se proběhnout více 
amplifikačních cyklů. Vzniklé amplikony se od vyšetřované DNA oddělují a hromadí se v její 
blízkosti. Při vyhodnocování je signál více rozptýlen v okolí amplifikované sekvence a 
pokrývá větší plochu než u FISH či PRINS. Hlavní využití leží mimo molekulární 
cytogenetiku. Využívá se v případě, kdy není nutné znát přesnou lokalizaci cílové sekvence. 
(např. vyšetření virových onemocnění). 
 
7.2.6 Kvantitativní PCR v reálném čase (real-time PCR) 
Množství produktu PCR je možné odhadnout podle mohutnosti, tloušťky nebo 
fluorescenční intenzity pruhu, který se objeví na elektroforetickém gelu. Toto stanovení je 
však velmi nepřesné. Real-time PCR slouží pro přesnou kvantifikaci amplikonů u PCR. Opět 
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se využívá sonda značená fluorescenčním barvivem. Zjednodušeně princip spočívá v tom, že 
se sonda po denaturaci připojí v místě, které leží mezi dvěma protisměrně orientovanými 
primery. Termostabilní DNA-polymeráza, která připojuje ke každému primeru další 
nukleotidy, narazí na navázanou sondu. Syntéza nového komplementárního vlákna stále 
pokračuje, ale sonda je postupně odbourávána a na její místo se zařazují nukleotidy z reakční 
směsi. Při odbourávání se úseky sondy dostávají do roztoku. Speciální termocykler vzorek 
ozařuje excitačním UV zářením, které indikuje fluorescenci příslušného barviva. Intenzita 
fluorescence se změří po každém cyklu pomocí speciálního detektoru, výsledek je převeden 
do počítače. Speciální program pak koncentraci fluorescenčního barviva zaznamenává 
průběžně čili v reálném čase. Koncentrace fluorescenčního barviva = množství vzniklého 
amplikonu. Metoda real-time PCR se využívá především tam, kde je nutné znát přesné 
množství vstupní templátové DNA. Odhalí také mikrodeleční syndromy. 
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8 METODY DETEKCE MUTACÍ GENU K-RAS A BRAF 
 
Stanovení přítomnosti mutací v kodonu 12 a 13 KRAS genu bylo prováděno zejména 
metodou PCR a reverzní hybridizace (KRAS StripAssay, ViennaLab). Analýza mutace 
V600E v BRAF genu a PIK3CA genu byla prováděna pomocí sekvenčně specifické PCR, 
primer extension analýzy (SNaPshot assay), přímého sekvenování a real-time PCR. 
 
8.1 KRAS StripAssay, ViennaLab 
 
 KRAS Strip Assay firmy ViennaLab je kit pro stanovení mutací v KRAS genu, je 
založen na PCR a reverzní hybridizaci. Pomocí tohoto kitu jsme schopni detekovat deset 
nejčastějších mutací v kodonu 12 a 13. 
 
Procedura se skládá ze 3 kroků: 
1. DNA izolace 
2. Amplifikace pomocí PCR 
3. Hybridizace – amplifikované produkty hybridizují s testovacím proužkem (stripem), 
který obsahuje alelově specifické oligonukleotidy (ASO – alele-specific 
oligonucleotide probes) imobilizované jako paralelní řádky.  
 
Obrázek 6: Uspořádání proužku (stripu) KRAS StripAssay, ViennaLab 
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Součásti kitu: 
1. Mix pro amplifikaci       500 µl 
2. Taq buffer na rozředění      500 µl 
3. Taq DNA polymeráza (5 U/µl)     75 U 
4. DNAT (denaturační roztok)      1,5 ml 
5. Vaničky pro hybridizaci      3 
6. Testovací proužky       20 
7. Hybridizační buffer       25 ml 
8. Mycí roztok A       80 ml 
9. Roztok konjugátu         25 ml 
10. Mycí roztok B       80 ml 
11. Barvící roztok        25 ml 
 
Interpretace výsledků 
 Výsledek je možné odečíst pouhým okem za použití interpretační kartičky nebo 
použitím scanneru a speciálního softwaru. 
Pozitivní kontrola – kontrolní proužek indikuje správnou funkci roztoku konjugátu a 
barvícího roztoku. Tento řádek by měl být vždy pozitivní. 
PCR pozitivní kontrola - indikuje přítomnost PCR komponent a DNA templát v adekvátní 
kvalitě pro provedení analýzy mutací v KRAS genu. 
PCR negativní kontrola – indikuje kompletní potlačení amplifikace wild-type KRAS 
sekvencí. Jestliže je PCR negativní kontrola pozitivní (např. díky nadbytku DNA templátu pro 
PCR reakci), citlivost testu může být snížena. 
 
Tabulka 1: Interpretace výsledků 
KRAS 
(řádek 1-10) 
PCR negativní 
kontrola (řádek 11) 
PCR pozitivní 
kontrola (řádek 12) 
 
Interpretace 
jeden či více 
pozitivních 
 
negativní 
 
pozitivní 
Přítomna příslušná 
KRAS mutace 
 
negativní 
 
negativní 
 
pozitivní 
Není přítomna 
KRAS mutace 
jakýkoli výsledek pozitivní pozitivní Snížená citlivost pro 
detekci mutované 
formy KRAS genu 
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negativní negativní negativní Negativní kontrola 
nebo chyba postupu 
 
 
Obrázek 7: Příklady výsledků testování 
 
Výhody metody 
 Jednoduchost – 3 jednoduché kroky je možné provést v čase 6 hodin 
 Spolehlivost – probíhá automaticky 
 Citlivost – bude detekováno minimálně 1% mutovaných alel 
 Dostupnost – vše, co potřebujete, jsou reagencie, termocykler a inkubátor. Software 
není nutný. 
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8.2 ABI PRISM®  SNaPshot™ Multiplex Kit, Applied Biosystems 
 
 ABI PRISM
® SNaPshot™ Multiplex Kit pracuje na principu primer extension 
analýzy, která využívá fluorescenčně značených dideoxyribonukleotidů (ddNTP). 
Je navržen tak, aby pomocí kapilární elektroforézy zachytil až deset jednonukleotidových 
polymorfismů (single nucleotide polymorphisms - SNPs). SNP  jsou odchylky individuálních 
nukleotidů v sekvenci DNA (např. inzerce, delece, substituce) [10]. 
ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit vyžaduje následující komponenty: 
- SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix, 
- primery a templáty, které chceme podrobit analýze SNP. 
 
Postup metody: 
1. příprava templátu pomocí PCR 
2. příprava reagencií (připravené templáty a primery, SNaPshot™ Multiplex Ready 
Reaction Mix) 
3. termální cyklování a odstranění neinkorporovaných ddNTPs po cyklování 
4. kapilární gelová elektroforéza na automatickém sekvenátoru 
5. analýza dat pomocí softwaru GeneMapper 4.1 
 
Výhody metody: 
 Použití této metody v laboratoři šetří čas a finance, protože umožňuje analýzu až 
deseti SNP se známou lokalizací ve více DNA templátech současně. Dalšími výhodami jsou 
vysoká automatizovatelnost, spolehlivost a reprodukovatelnost výsledků. 
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Obrázek 8: Příklad interpretace výsledku pomocí softwaru GeneMapper 4.1 
Byla detekována mutace V600E, která spočívá v substituci thyminu za adenin (T – červeně, A – zeleně). 
 
 
Obrázek 9: Průběh procedury při použití kitu ABI PRISM ® SNaPshot™ Multiplex Kit  
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9 VYHODNOCENÍ ANALÝZY MUTACÍ 
 
9.1 Výsledky vyšetření - CGB Laboratoř Ostrava a.s. 
 
 Retrospektivně byl na přítomnost vybraných mutací v KRAS, BRAF a PIK3CA genu 
analyzován soubor 302 vzorků nádorových DNA pacientů s CRC. Počty vyšetření jsou za rok 
2008-2011. Nádorová DNA pacientů s CRC byla izolována převážně z parafínových bloků 
s největším zastoupením nádorové tkáně a s přesným označením lokalizace nádoru, případně 
z nativní nebo fixované nádorové tkáně. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Věkové rozložení testovaného souboru odpovídá obecným poznatkům o CRC, tedy nejvíce 
pacientů s CRC bylo ve věku 60-69 let (115, tj. 38 %). Věkové rozložení má podobný průběh 
jak u pacientů, u kterých nebyla nalezena detekována mutace (wt), tak u pacientů s mutací. 
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Graf 1: Věkové rozložení testovaného souboru (Ostrava) 
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V celém testovaném souboru bylo 190 mužů (63 %) a 112 žen (37 %). U skupiny wt byl 
poměr muži:ženy 99:59 (62,7 %:37,3 %). Ve skupině pacientů, u kterých byla nalezena 
mutace, byl poměr muži:ženy 91:53 (63,2 %:36,8 %).  
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Graf 2: Poměr mužů a žen v testovaném souboru (Ostrava) 
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Z celého testovaného souboru 302 vzorků byla mutace alespoň v jednom z vyšetřovaných 
genů (KRAS, BRAF, PIK3CA) nalezena u 144 vzorků (47,7%). Wild type status (tzv. divoký 
typ - bez mutace) byt stanoven u 158 vzorků (52,3%). Pro těchto 158 pacientů by cílená 
biologická léčba měla význam. 
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Graf 3: Poměr wild type a mutací v testovaném souboru (Ostrava) 
  37 
 
Graf 4: Poměr wild type a mutací v genu KRAS v testovaném souboru (Ostrava) 
 
Z celého testovaného souboru 302 vzorků byla mutace v genu KRAS nalezena u 125 vzorků 
(41,4 %). Wild type status (tzv. divoký typ - bez mutace) byt stanoven u 158 vzorků (52,3 %). 
Pro těchto 158 pacientů by cílená biologická léčba měla význam. 
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Mutace genu KRAS byly detekovány u 125 vzorků, přičemž v 96 případech (76,8 %) došlo k 
mutaci v kodonu Gly12 a ve 29 případech (23,2 %) došlo k mutaci v kodonu Gly13. 
  
Graf 5: Mutace v genu KRAS, rozdělení podle kodonu (Ostrava) 
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Nejčastější mutací genu KRAS byla záměna glycinu za kyselinu asparagovou v kodonu 12, 
tzn. Gly12Asp(G12D) – 44 (35,2 %). Mutace Gly13Asp(G13D) byla zjištěna ve 28 případech 
(22,4 %), mutace Gly12Val(G12V) ve 24 případech (19,2 %), mutace Gly12Ala(G12A) v 11 
případech (8,8 %), mutace Gly12Ser(G12S) v 8 případech (6,4 %), mutace Gly12Cys(G12C) 
v 7 případech (5,6 %), mutace Gly12Arg(G12R) v 1 případě (0,8 %) stejně jako mutace 
Gly13Cys(G1C). V jednom případě byly zjištěny dvě mutace v genu KRAS zároveň – 
Gly12Ala + Gly12Asp, takový případ se nazývá ,,Double mutant’’. 
  
Graf 6: Výskyt konkrétních mutací v genu KRAS (Ostrava) 
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Z celého testovaného souboru 302 vzorků byla mutace V600E v genu BRAF nalezena u 12 
vzorků (4 %). Wild type status (tzv. divoký typ - bez mutace) byt stanoven u 158 vzorků  
(52,3 %).  
  
Graf 7: Mutace v genu BRAF (Ostrava) 
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Graf 8: Mutace v genu PIK3CA (Ostrava) 
 
Z celého testovaného souboru 302 vzorků byla mutace v genu PIK3CA nalezena u 26 vzorků 
(8,6 %). Přičemž polovina mutací (13) byla nalezena v exonu 9 a polovina v exonu 20. Wild 
type status (tzv. divoký typ - bez mutace) byt stanoven u 158 vzorků (52,3 %).  
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Nejčastěji se v testovaném souboru vyskytovala mutace v genu KRAS v kodonu 12 (82 
vzorků, tj. 27,2 %). Druhá nejčastější byla rovněž mutace v genu KRAS, ovšem v kodonu 13 
(25 vzorků, tj. 8,3 %). Následuje mutace v genu BRAF (11 vzorků, tj. 3,6 %). V několika 
případech byly detekovány mutace ve dvou genech současně – mutace v genu KRAS 
v kodonu 12 + mutace v genu PIK3CA v exonu 9 (10 vzorků, tj. 3,3 %), mutace v genu 
PIK3CA v exonu 20 (4 vzorky, tj. 1,3 %), mutace v genu KRAS v kodonu 13 + mutace 
v genu PIK3CA v exonu 20 (4 vzorky, tj. 1,3 %), mutace v genu KRAS v kodonu 12 + 
mutace v genu PIK3CA v exonu 20 (4 vzorky, tj. 1,3 %), mutace v genu PIK3CA v exonu 9 
(3 tj. 1 %) a mutace v BRAF genu + mutace v genu PIK3CA v exonu 20 (1 vzorek, tj. 0,3 %). 
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Graf 9: Výskyt jednotlivých kombinací mutací v genech KRAS, BRAF a PIK3CA (Ostrava) 
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9.2 Výsledky vyšetření  - Laboratoř molekulární patologie 
Ústav patologie 1. LF UK a VFN v Praze 
 
 Retrospektivně byl na přítomnost vybraných mutací v KRAS genu analyzován soubor 
901 vzorků nádorových DNA pacientů s CRC. Počty vyšetření jsou za rok 2008-2011. 
Primární metodou, která byla využívána k detekci mutací v KRAS genu, byla Real-Time PCR 
a TheraScreen KRAS Mutation Test Kit, alternativní byla metoda KRAS StripAssay od firmy 
ViennaLab. 
 
 
Z celého testovaného souboru 901 vzorků byla mutace v genu KRAS nalezena u 408 vzorků 
(45,3 %). Wild type status (tzv. divoký typ - bez mutace) byt stanoven u 493 vzorků (54,7 %). 
Pro těchto 493 pacientů by cílená biologická léčba měla význam. 
Graf 10: Poměr wild type a mutací v genu KRAS v testovaném souboru (Praha) 
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Graf 11: Mutace v genu KRAS (Praha) 
 
Mutace genu KRAS byly detekovány u 408 vzorků, přičemž v 338 případech (82,8 %) došlo 
k mutaci v kodonu Gly12 a v 70 případech (17,2 %) došlo k mutaci v kodonu Gly13. 
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Graf 12: Výskyt konkrétních mutací v genu KRAS (Praha) 
 
Nejčastější mutací genu KRAS byla záměna glycinu za kyselinu asparagovou v kodonu 12, 
tzn. Gly12Asp(G12D) – 120 případů (29,4 %). Mutace Gly12Val(G12V) byla zjištěna v 82 
případech (20,1 %), mutace Gly13Asp(G13D) v 70 případech (17,2 %), mutace 
Gly12Ala(G12A) v 53 případech (13 %), mutace Gly12Cys(G12C) v 32 případech (7,8 %), 
mutace Gly12Ser(G12S) ve 26 případech (6,4 %), mutace Gly12Arg(G12R) ve 25 případech 
(6,1 %). V žádném z případů nebyly detekovány 2 mutace v genu KRAS zároveň, tzv. 
,,Double mutant’’. 
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9.3 Výsledky vyšetření – Bioptická laboratoř s.r.o. Plzeň 
 
 Retrospektivně byl na přítomnost vybraných mutací v KRAS genu analyzován soubor 
1766 vzorků nádorových DNA pacientů s CRC. Počty vyšetření jsou za rok 2010-2011. 
Mutace v genu KRAS byly detekovány pomocí metody PCR a přímého sekvenování a dále 
ještě citlivější metodou – kitem KRAS StripAssay od firmy ViennaLab. 
 
 
 
Graf 13: Poměr wild type a mutací v genu KRAS v testovaném souboru (Plzeň) 
 
Z celého testovaného souboru 1766 vzorků byla mutace v genu KRAS nalezena u 625 vzorků 
(35,4 %). Wild type status (tzv. divoký typ - bez mutace) byt stanoven u 1141 vzorků       
(64,6 %). Pro těchto 1141 pacientů by cílená biologická léčba měla význam. 
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Graf 14: Mutace v genu KRAS (Plzeň) 
 
Mutace genu KRAS byly detekovány u 625 vzorků, přičemž v 511 případech (81,8 %) došlo 
k mutaci v kodonu Gly12 a ve 114 případech (18,2 %) došlo k mutaci v kodonu Gly13. 
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Graf 15: Výskyt konkrétních mutací v genu KRAS (Plzeň) 
 
Nejčastější mutací genu KRAS byla záměna glycinu za kyselinu asparagovou v kodonu 12, 
tzn. Gly12Asp(G12D) – 192 případů (30,7 %). Mutace Gly12Val(G12V) byla zjištěna ve 154 
případech (24,6 %), mutace Gly13Asp(G13D) ve 114 případech (18,2 %), mutace 
Gly12Cys(G12C) v 56 případech (9 %), mutace Gly12Ala(G12A) rovněž v 56 případech      
(9 %), mutace Gly12Ser(G12S) ve 44 případech (7 %), mutace Gly12Arg(G12R) v 9 
případech (1,4 %). V žádném z případů nebyly detekovány 2 mutace v genu KRAS zároveň, 
tzv. ,,Double mutant’’. 
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10 DISKUZE 
 Poměr mužů a žen v analyzovaném souboru odpovídá poměru uváděnému v literatuře 
[11]. V našem analyzovaném souboru bylo 63 % mužů a 37 % žen. Toto zjištění potvrzuje, že 
CRC je častější u mužů než u žen [12].  
 Frekvence mutací v KRAS (41,4 %) a BRAF genu (4 %) korelují s publikovanými 
údaji [13][14]. Stejně tak koreluje koexistence PIK3CA mutací s mutacemi v KRAS nebo 
BRAF genu a dosud publikovaná výlučnost současného výskytu mutací KRAS a BRAF genu. 
Frekvence výskytu mutací v PIK3CA genu je v našem analyzovaném souboru nižší (cca 
8,6 %), než je publikovaná frekvence uváděná v literatuře [15]. 
 Adekvátní srovnání frekvencí výskytu mutací v genu KRAS v našem analyzovaném 
souboru se souborem dat z Prahy a Plzně není možné, protože každá laboratoř měla jiný 
soubor pacientů a používala jinou metodu detekce mutací. Je možné pouze konstatovat, že 
frekvence výskytu mutací v genu KRAS se u všech tří laboratoří pohybuje mezi 35 až 45 %, 
jak je uvedeno v úvodní části práce. V Bioptické laboratoři v Plzni byla zjištěna frekvence 
výskytu mutací v genu KRAS 35,4 %, v Laboratoři molekulární patologie v Praze byla 
zjištěna frekvence výskytu mutací v genu KRAS 45,3 %. U všech tří analyzovaných souborů 
bylo zjištěno, že přibližně 80 % mutací v genu KRAS je v kodonu 12 a 20 % v kodonu 13. 
Nejčastější mutací v genu KRAS byla mutace v kodonu 12 Gly12Asp. Nejméně častou 
mutací byla mutace Gly12Arg. V našem analyzovaném souboru byl v jednom případě 
detekován tzv. Double mutant, který se vyznačuje dvěma mutacemi v genu KRAS. 
V CGB Laboratoři Ostrava je k detekci mutace v genu KRAS využíván komerční kit 
KRAS StripAssay firmy Viennalab a to především pro jeho relativně vysokou citlivost a 
cenovou dostupnost. Jiné metody se používají v případech, kdy je vzorek obtížně 
amplifikovatelný a je nutné použít některou z citlivějších metod. Jiné komerční kity jako např. 
TheraScreen KRAS Mutation Test Kit či Cobas® KRAS Mutation Test jsou pro rutinní 
použití příliš drahé, používají se tedy jen jako možné alternativy. Takových případů je však 
velice málo, proto není možné porovnat výsledky analýzy mutací při použití různých metod.
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11 ZÁVĚR 
 Úvod bakalářské práce se zabývá nezbytným teoretickým podkladem. Úvodní část 
byla věnována kolorektálnímu karcinomu, především znepokojujícím statistikám jeho 
incidence. Byly popsány rizikové faktory CRC, příznaky a rozvoj. V této části práce je 
klíčová část věnující se léčbě CRC. Cílená biologická léčba je pro pacienta mnohem méně 
zatěžující než běžně používané způsoby léčby jako např. chemoterapie, chirurgické odstranění 
nádoru nebo radioterapie. Cílená biologická léčba nádorů využívá blokaci receptorů pomocí 
monoklonálních protilátek (MoAb) a tak zamezuje vstup iniciačního signálu do vnitra buňky. 
U anti-EGFR preparátů - cetuximab (Erbitux), panitumumab (Vectibix), je prvním 
předpokladem úspěšné léčby přítomnost wild-type K-ras protoonkogenu [4]. Právě díky 
molekulárně-genetickým metodám lze testovat přítomnost wild-type K-ras protoonkogenu. 
V další části práce je popsána genetika zhoubného bujení, princip vzniku nádorové buňky 
a v neposlední řadě také mutace, které způsobují vznik nádorové buňky, tj. karcinogenezi. 
Dále byl popsán gen KRAS, BRAF a PIK3CA. Následující část byla věnována metodám, 
které dnes tvoří základ molekulární genetiky (metody izolace DNA, PCR, elektroforéza). 
 V navazující části byl kromě výčtu metod detekce mutací také navržen způsob detekce 
mutací v genu KRAS, BRAF a PIK3CA, jenž spočíval především ve využití PCR a 
komerčních kitů 
 V závěrečné části byla využita data získaná z pracoviště konzultanta, byly 
vyhodnoceny výsledky analýzy mutací a dále pak srovnány s publikovanými údaji a s údaji z 
laboratoří v Praze a v Plzni. 
 V personalizované protinádorové terapii metastatického CRC, s objevem řady nových 
potenciálně účinných inhibitorů proteinů signální dráhy EGFR receptoru, nabývá na významu 
nejen stanovení mutačního statutu KRAS genu, ale i genetické profilování nádoru o další 
potenciální markery. Po ověření by mohly tyto markery v budoucnu poskytnout účinný 
nástroj nejen pro výběr pacientů vhodných pro cílenou biologickou léčbu, ale i pro stanovení 
efektivní strategie a volby léčebného postupu u pacientů s CRC.  
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Seznam použitých zkratek 
 
AFP     - alfa-1-fetoprotein 
ASO     - alele-specific oligonucleotide probes 
BRAF     - v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
CEA     - karcinomembryonální antigen 
CRC     - kolorektální karcinom 
CT     - Computed Tomography, počítačová tomografie 
ddNTP    - Dideoxyribonukleotid  
DGGE    - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
DNA     - deoxyribonukleová kyselina 
EDTA     - etylendiaminotetraoctová kyselina  
EGFR     - Epidermal Grow factor Receptor, receptor epidermálního růstového faktoru 
FISH     - fluorescenční in situ hybridizace 
KRAS     - v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog 
PCR     - Polymerase Chain Reaction, polymerázová řetězová reakce 
PIK3CA -  phosphoionisitide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide 
PRINS     - Prime in situ labelling 
PTT     - Protein Truncation Test 
RNA     - ribonukleová kyselina 
RTG     - rentgen 
SSCP     - Single Strand Conformation Polymorphism 
UZ     - ultrazvuk 
 
